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Sonde contenant un acide nucl§ique modifiS et reconnais- 
sable par des anticorps spScifiques et utilisation de 
cette sonde pour dStecter et caract§riser une sequence 
d'ADN homologue 

L 'invention est relative 3 une sonde contenant 
un acide nuclSique modif iS et reconnaissable par des 
anticorps sp§cifiques et 3 1 'utilisation de cette sondS 
pour d§tecter et caractSriser une sequence d'ADN homo- 
logue dans un Schantillon susceptible de le contenir. 
Plus particuliferement 1' invention concerne une sonde 
modifiSe chimiquement de telle sorte qu'elle puisse, aprfcs 
hybridation avec la sequence d'ADN homologue recherchSe, 
Stre dStectSe par des anticorps spScifiques 3 I'ggard de 
la sonde elle mSrae, 

II est connu que des ADN sont susceptibles de 
rSagir dans des conditions approprifies avec des substances 
carcinogdnes, t&les que le N-ac§toxy-N-2-ac§tylaminofluo- 
rfcne, pour former un produit susceptible d'etre reconntf par 
des anticorps formSs ,d' une part#contre le N-2 (guanosine- 
8-yl)-ac€tylaminofluordne et,d' autre partv contre les m§mes 
ADN modifies par le N-acStoxy-N-2-ac§tylaminof luorSne* 
Ces techniques ont notamment 6t6 dScrites dans un article 
de Gilbert de MDRCIA et collaborateurs intitulS "Visuali- 
sation par microscopie Slectronique des sites de fixation 
du N-acStoxy-N-2-ac§tylaminofluor§ne sur un ADN de ColE 1 
au moyen d'anticorps spScifiques" (Proc.Natl. Acad.Sci USA, 
tome 76;n° 12, 6 076 - 6 080 Dec. 1979)" 

Dans les conditions d§crites par ces auteurs 
il est possible de modifier de 0,07 3 0,15 % des bases 
de 1 'ADN traits par le N-ac§toxy-N-2-ac§tylaminof luorSne, 
les points de fixation de cette derni&re substance chimique 
sur I 1 ADN pouvant ensuite §tre rep§r§s par microcospie 
§lectronique* aprds reaction pr Salable de 1 1 ADN ainsi modi- 
fi€ avec des anticorps du genre sus-indiqu§ prSalablement 
form€s chez le lapin, puis avec des anti-immunoglobulines 
de lapins marquis 3 la ferritine. La technique d€crite 
permet par consequent de distinguer des ADN natif s sains 
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et des ADN ayant §t§ soumis i 1' action de substances 
carcinogdnes. 

L 1 invention repose sur la d§couverte que la 
modification d'une sequence d'ADN par le N-ac§toxy -N-2- 
5 ac§tylaminofluorSne n'altSrait pas r aprSs dinaturation pr§- 
alable de cet ADN modifiS, sa capacity de s'hybrider avec 
une sequence compl&nentaire d'ADN ne portant pas de tels 
groupes de modification, lorsque ces sequences sont pla- 
ces dans des conditions peunettant une telle hybridation. 
10 L'invention tire profit de cette dScouverte pour proposer 
un proc€d# perfection^ de detection de la pr§sence Sven- 
tuelle et de la car act §risat ion d'une sequence ou d'un 
fragment d§terroin§ d'acide nucl§ique, notamment d'un gSne 
" ati sein d'une composition susceptible de le fcontenir. 
15 - Le prqc€d£ selon 1' invention est caract§ris§ 

en ce que 1' on met. ien contact avec la composition pr§sum6e 
contenir une sequence ou un figment d§termin6 d'acide 
nucl§ique, une sonde contenarit un. acide riuclSique compl§- *' 
mentaire susceptible de s'hybrider avec la sequence d r acide 
20 nuclSique ou le g§ne recherch§, la sonde Stant plus parti- 
culidrement caract€ris€e en ce qu 1 elle porte au moins un groupe 
N-2 ac§tylaminofluorene f 1x6 de fagon covalente a au moins l'une 
des bases de cette sonde, i^ventuelle presence de la 
sequence d'acide nucl§ique ou de g£ne recherche §tant 
25 ensuite r§v§lable par action d'anticorps ef f icacsi vis-a- 
vis de la N-2-( guanosine — 8-yl)^ac§tylaminofluordne ou pr^a- 
lablement prepares vis-a-vis de la sonde portant des r§sidus 
diacfitylaminof luorSne {ci-aprfcs d^nommgs DNA-AAFJ . 

30 II va de soi que le proc§d§ revendiquS dans le 

cadre de la prSsente demande s'§tend & 1 'utilisation de 
tout autre groupe chiraique fixable sur un ADN dans les 
conditions d§crites par de MURCIA et coll. 

Naturellement, il va de soi que le DNA-AAF 

35 utilis§ comme sonde est mis en pir§sencede l'ADN a Studier dans 
des conditions permettant le r§appariment de s§quences 
compl&nentaires, ce qui implique naturellement une d§natura- 
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tion pr&Oable dans des conditions bien connues des ADN sus- 
ceptibles de s'hybrider mutuellement. 

Apres hybridation, l'ADN-AAF non hybridfi - 
de facon sp6cifique est de preference elimine par rincage 
avant que l'on ne precede a la detection des hybrides 
formes, notamment par leur raise en presence avec des anti- 
corps anti-DNA-AAF,aui peuvent alors se fixer sur la 
sonde a la fois modif i6e et hybridfee avec la sequence 
d' AON recherch€e,lorsque celle-ci etait presente dans la : 
composition utilis€e. 

Apres rincage des anticorps excedentaires encore 
presents, les anticorps fix6s peuvent Stre,. soit P recipit6s 

soit reveies. 

De preference, la revelation est faite au raoyen 
d'un anticorps anti DNA-AAF , avantageuseraent marqu6 
par une enzyme dont on peut ensuite detecter ou doser 
l'activite vis-a-vis d'un sibstrat sp6cifique. Avantageusement 
on utllisera celles des enzymes qui sont susceptibles d'in- 
duire une reaction color6e au niveau des substrats corres- 
pondants . 

La revelation a l'aide d' enzymes donnant des 
reactions color6es est trSs rapide. 

La methode est tres sensible, surtout si on 
utilise des systemes amplificateurs (chapelets, arbres 
ou boules d' anticorps associ6s a des enzymes) , de sorte 
qu'elle permette de localiser des genes apres hybridation 
in situ sur des chromosomes, par exemple dans le cas'de 
diagnostics pr€natals . 

La methode peut Stre quantitative , par. mesure 

de l'intensite de la coloration. 

Des caract6ristiques suppiementaires de 
1' invention apparaitront encore au cours de la descrip- 
tion qui suit d'un exemple type de raise en oeuvre du 
proc6de selon 1' invention. 
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On a fait usage des matikres et mgthodes suivantes : 
Les A D N : 

- ADN de phage pBR 322 portant une sequence de 
gfcne de ribosome de hamster de 6,6; *b insSrSe au site EcoRI 

5 (cl6ne PWE 6) 

-ADN distinct de phage X 57 comme-t&uoin nSgatif. 

L'A D N traitf a l'A A F (DNA-AAF) 

. . De I'ADN du cl6ne PWE 6. a §t§ lin6aris§ (par 1' en- 
zyme de restriction Sal I) et trait*.. B l'AAF selon la 
10 technique dficrite par G. de MURCIA et al (PNAS vol. 76 
N° 12 p. 6 076 - 6 080 .1979) . Le nombre des guanines mo- 
difies a *t§ estim* a 2% du nombre de paires de bases 
par mesure de la densit§ optique a 305 rim et 260 nm. 

Les anticorps : . 
15 - s€rum DNA-AAF obtenu par : immunisation d'un lapin 

- anticorps anti Guo-AAF de lapin purifiS sur 
colonne d f affinit§, 

- anticorps de chivre anti IgG de lapin liSs 3 de 

la peroxydase. 

20 Les anticorps ont *t§ bbtenus dans les conditions. 

dScrites dans l 1 article susdit. 

Essai de detection du DNA-AAF 

Des quantit§s variables de DNA-AAF ont §t6 d§po- 
•sfes sur des f litres de nitrocellulose (Schleicher et 
25 Schttll, type BA-85) de 5 mm de di,am6tre\ 

If 1 ADN a prSalablement §tS diluS dans une solution 
2 x SSC et dfnatur§ a 100°C, pendant 5 minutes. 

Aprfcs d§ P 6t, les membranes ont 6t6 mises au four 

80°C pendant 2 heures. 
30 Les membranes ont ensuite 6t6 traitfes avec une 

solution 3% albumine bovine (SIGMA ref . A. 7888) f .1 SSC, 
a 40 °C pendant une heure* puis incub§es 30 minutes a 
temperature ambiante dans la in&ne solution en pr6sence 
d 1 anticorps anti-DNA-AAF ou anti-Guo-AAF de l^pin a 

35 2 fitfml final. / 

Apr&s incubation, les membranes ont €t§ lavfes 
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7 fois avec du PBS, 3 temperature ambiante, puis mises 
& incuber 30 minutes dans une solution 3% albumine bovine 
1 SSC contenant des anticorps de ch§vre anti IgG de lapin 
li6s d de la peroxydase d 2 /ig/ml final, 

Aprds lavage 7 fois avec du PBS, la reaction 
colorSe a 6t§ faite par addition de la solution suivante, 
pr£par§e extemporan€ment ; 

- 2 mg de 3-amino 9 Sthylcarbazol (SIGMA ref. 

A 5754) dissous dans 0,5 ml de N-N f dimSthyl forraamide, 

- 9,5 ml de tampon acetate acStique 0,05 M pH 5,1, 

- 10 /il d'HjOj (Merk ref. 7209) 

Test d 1 hybridation avec du DNA-AAF utilis6 comme sonde . 
D§p6t de quantity variables de DNA PWE 6 : 

1) 100 . ng 

2) 10 ng 

3) 1 ng 

4) 100 pg 

Aprfes d#p6t, les f litres tfont mis & 80*C pendant 
2 heures, puis pr6hybrid§s 4 heures a 68°C dans une 
solution 6 x SSC et 10 x Denhardt. 
( 1 x Denhardt contenant : 

0,02% de Polyvinyl pyrollidone f/ 

0,02% du r§actif commercialism sous la 
designation FICOLLE 400 Dar la 
Societg'Pharmacia fine Cfiemicals". 

0,02% d 1 albumine bovine ). 

lis sont ensuite hybrid€s dans une solution 

2 x SSC 1 x Denhardt en presence de 200 /ul par membrane de solution 

de ENA-AAF prealablement d§natur§ contenant respectivement : 

10 ng/ml final 

1 ng/ml final et 

100 pg/ml final 

AprSs hybridation, les f litres ont §t§ lav€s 
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puis incub§s pendant 1 heure & 40°C dans une solution 
contenant 3% d'albumine S 1 xSSC . La suite des operations 
a §t§ f aite comme pr§c€demment (mise en presence avec des 
anticorps anti-DNA-AAF ou anti Guo-AAF, lavage PBS, 
5 anticorps + peroxydase, lavage PBS et revelation) . 

AprSs revelation on observe des taches colorSes 
dont 1' intensity (plus forte pour les concentrations 
eievees, plus faible pour des concentrations basses d'ADN) 
depend de la quantity d'ADN hybride. 
10 La m§thode de detection sus-indiquee a conduit 3 

des r§sultats entiSrement negatifs au terme d'essais 
. d 1 hybridation realises entre le teraoin nSgatif (utilise 
en des quantit£s atteignant jusqu f & 90 nanogrammes) et 
lis DNA-AAF • 

15 L f invention ne se limite evidemment pas aux modes 

de realisation dgcrits ci-dessus a titre d'exemples et 
I'homme de l'art peut y appbrter des modifications sans 
pour autant sortir du cadre des revendications ci-aprds. 
Au titre des variantes utilisabies au niveau de la 

20 detection des hybrides formes avec la sonde selon 1' in- 
vention, on citera : 

- la revelation des hybrides formes par la radio- 

activite, par exemple grSce 2 l'utilisation d'anticorps 
anti-DNA-AAF 'rendus radioactifs par de l'iode 125 ou 
25 131 ou de proteine A radioactive, qui va se fixer sur 
les anticorps , . 

Enfin, au titre des variantes d f applications 
possibles, on citera 1' application de la sonde selon 
l 1 invention a. la purification d'un ADN compiementaire 
30 contenu dans une composition initiale, notamment au moyen 

- de proteine A associ6e £ un support soiide (par 
exemple constitue debilles d 1 agarose), 

- d' anticorps precipitantsassocies ou non a un 
support* soiide (billes d'agarose, . de latex, etc), 

35 pour assurer la precipitation selective de 1 'hybride 
forme . 

Enfin fait partie des modifications restant dans le 
cadre de3 revendications la substitution possible de 
l'AAF par toute molecule equivalent e carcinoggne ou ana- 
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logue susceptible de se fixer dans les raeraes conditions 

sur certaines au moins des bases deB nucleotides dont est 

constitute la sonde. 
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■ REVINDICATIONS 

1 - Proc§d€ de detection de la pa?6sence d'une sequence 
d f acide nuci§ique. telle qu'un g&ne ou fragment de gfcne dans 
une composition ou 6chantillon prSsumfi la contenir, 
caract§ris§ en ce que l*on met en contact cette composi- 

5 tion avec uie sonde contenant un acide nuclSique compl§men- 
- taire de la sequence d 1 acide nucl§ique ou du gSne recher- 
ch§ dans des conditions permettant notamment cette hybri- 
dation, ladite sonde portant au moins un groupe N-2- 
ac§tylamihofluorSne fix§ de fa$on covalente £ au moins 

10 l*une des bases de cette sonde, l'Sventuelle presence de 
la sequence d' acide nuclSique ou de gSne recherch§ 6tant 
ensuite r€v§lable par' action d'anticorps efficaces vis- 
a-vis de la N-2-(guanosine-8-yl)-ac§tylaminofluor$ne ou 
pr§alablement pr§parfe vis-a-vis de la sonde portant des 

15 rSsidus d f ac§tylaminofluor^ne. 

2 - ProcedS selon la revindication 1 comprenant en 
outre la separation de l'hybride form§, en vue de la pu- 
rification de ladite sequence d'acide nuclSique, notam- 
ment par precipitation ~. 



